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ÖZET
Amaç: CD30 aktivasyonu çeþitli CD30+ lenfoma hücre kültürleri üzerinde farklý etkilere sahiptir; nodal T hücreli
CD30+ anaplastik büyük hücreli lenfoma hücrelerinde proliferasyon hýzýnda azalmaya ve sitolize, Hodgkin
lenfomasý hücre kültürlerinde ise proliferasyona yol açar. Mac-1 ve Mac-2A ayný hastanýn erken ve geç evre
CD30+ cilt lenfomasýndan elde edilmiþ hücre kültürü serileridir. Bu iki hücre serisi klonal olarak iliþkilidir. Mac-
1 hücre serisinin büyümesi transforming growth factor-beta (TGF-b) tarafýndan  inhibe edilebilmektedir. Mac-2A
ise TGF-b tarafýndan inhibe edilememektedir. Bu hücre serilerinin CD30 aktivasyonuna nasýl yanýt verdikleri
bilinmemektedir.
Yöntem: CD30 aktivasyonunun Mac hücre serilerinin büyüme özelliklerine etkilerini araþtýrmak amacýyla hücreler
CD30 aktive edici antikor HeFi-1 ile inkübe edilmiþ, 3H-thymidine inkorporasyonu, Tümör nekrozis faktör
reseptör assosiye faktör (TRAF1) ekspresyonu ve  nükleer faktör-bB (NF-kB) aktivitesi deðerlendirilmiþtir.
Bulgular: Mac-1 ve Mac-2A HeFi-1 ile inkübasyon sonucu artmýþ bir proliferatif yanýt göstermiþlerdir. Kontrol
olarak kullanýlan nodal anaplastik büyük hücreli lenfoma hücreleri ise büyüme inhibisyonu göstermiþlerdir. Mac-
1 hücreleri HeFi- ve TGF-b nötralize edici antikorla inkübe edildiklerinde, proliferatif yanýt tek baþýna HeFi-1
inkübasyonuna oranla ciddi þekilde artmýþtýr. TGF-bya  rezistan hücre kültürü Mac-2A ise ayný yanýtý
göstermemiþtir. Mac-1 and Mac-2A HeFi-1 aracýlýðýyla CD30 aktivasyonuna NF-kB nükleer baðlanma aktivitesi
artýmý ve artmýþ TRAF1 ekspresyonu ile yanýt vermiþtir.
Sonuç: Bu çalýþma CD30+ anaplastik büyük hücreli deri lenfomalarýnda CD30 iletiþim yolunun iþlevselliðinin
gösterildiði ilk çalýþmadýr. Mac-1 hücrelerinden otokrin salýnan TGF-b  CD30 aktivasyonundan doðan proliferatif
yanýtý kýsmen inhibe etmektedir. Bu sonuçlar TGF-b nýn CD30 iletiþim sistemi ile interaksiyonu olduðunu ve
bunun CD30+ deri lenfomalarý patojenezinde bir rol oynayabileceðini de düþündürmektedir.
Anahtar sözcükler: CD30, lenfoma, NF-kB, TRAF1
Effects Of Activation Of CD30 Signaling Pathway On CD30+ Cutaneous Anaplastic
Large Cell Lymphoma Cell Lines
ABSTRACT
Aims: CD30 activation has pleiotropic effects on different cell lines representing CD30+ lymphomas. In nodal
T-cell anaplastic large cell lymphomas (ALCL), CD30 activation causes cytolysis and decreased proliferation
while in Hodgkins disease there is either no change or proliferation depending on the cell lines. Mac-1 and Mac-
2A are two clonally related cutaneous CD30+ anaplastic large cell lymphoma cell lines developed from early
(Mac-1) and advanced (Mac-2A) disease from the same patient. Mac-1 is sensitive to transforming growth
factor-b (TGF-b) mediated growth inhibition while Mac-2A is resistant.  Both cell lines secrete an activated form
of TGF-?. Our aim was to investigate the effects of CD30 activation on Mac cell lines.
Methods: To understand the effects of CD30 activation, Mac cell lines were incubated with a CD30 agonistic
antibody (HeFi-1). 
3
H-thymidine incorporation, tumor necrosis factor receptor associated factor 1 (TRAF1)
expression and nuclear factor-kB activity was determined.
Results: Mac-1 and Mac-2A showed increased proliferation with HeFi-1 while the nodal ALCL cell lines were
inhibited. When Mac-1 cells were incubated with HeFi-1 and TGF-b neutralizing antibody, the proliferative rate
markedly increased compared to HeFi-1 only. TGF-b resistant cell line Mac-2A did not show the same increase
Mac-1 and Mac-2A had activation of NF-kB binding activity and increased expression of TRAF1 in response to
CD30 activation by HeFi-1.
Significance: This is the first demonstration of functionality of the CD30 signaling pathway in cutaneous
CD30+ ALCLs. Autocrine TGF-b secreted from Mac-1 cells partially inhibits the proliferative signal from
CD30 activation. These results suggest that TGF-b may interact with the CD30 signaling pathway in the
pathogenesis of cutaneous ALCL.
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CD30+ anaplastik büyük hücreli deri lenfomalarý
yeni önerilen Dünya Saðlýk Örgütü sýnýflamasýnda ayrý
bir biyolojik kategori olarak tanýmlanmýþtýr. Ýyi prognozu
olan tümörler olmalarýna raðmen bazý vakalarda agresif
bir klinik seyir izlenebilmektedir.1,2 CD30+ deri
lenfomalarý ayrýca yüksek oranda kendiliðinden
regresyona uðrama özelliðine sahiptirler.1,3-5 Spontan
regresyonun mekanizmasý halen bilinmemektedir. T
hücreli deri lenfomalarýnda CD30 ekspresyonu çok
önemli bir prognostik faktördür.4 Mycosis fungoides
dýþýndaki  CD30-negatif T hücreli lenfomalar çok daha
agresif bir klinik seyir ve kötü prognoz gösterirler. CD30
aktivasyonu CD30+ deri lenfomalarýnýn regresyonunda
bir rol oynuyor olabilir. CD30+ deri lenfomalarýnýn
patogenezinde CD30 iletiþim sisteminin rolünün
araþtýrýlmasý yeni tedavi yöntemlerinin bulunmasýna yol
açabilir.
CD30,  tümör nekrozis faktör (TNF) reseptör
ailesinin bir üyesidir. Normal olarak sadece lenf nodu
germinal merkezlerinin etrafýnda gözlenen bazý
immunoblastlar tarafýndan eksprese edilir.6 CD30+
hücreler B, T veya  null-cell fenotipine sahiptirler ve
aktive olduklarýnda CD30 ekspresyonu gösterirler.
Bunun yanýnda klasik Hodgkin hastalýðýnda Reed-
Sternberg hücrelerinin yaklaþýk %90ýnda ve anaplastik
büyük hücreli lenfomalarda (ALCL) CD30 ekspresyonu
gözlenir.6
CD30 ligand (CD30L) TNF ailesinin bir üyesidir
ve nötrofil, histiosit, eozinofiller ve aktive T
hücrelerince eksprese edilir. Normal olarak CD30
aktivasyonu sadece bu ligandýn CD30 ile hücre
yüzeyinde temas etmesiyle saðlanýr.7 CD30 aktivasyonu
hücre membranýndan tumor necrosis factor receptor
associated factor (TRAF) adý verilen moleküller
aracýlýðýyla hücre çekirdeðine aktarýlýr. Burada ise nükleer
faktör-kappa B (NF-kB) aktivasyonuna yol açar.6,7 CD30
aktivasyonunun normal immun sistem üzerindeki etkisi
iyi bilinmemektedir. CD30 knock-out farelerde normal
bir immun sistem vardýr. Bu farelerde sadece timusta
hiperplazi ve timosit negatif seleksiyonu ile ilgili bir
defekt vardýr.8 CD30L tarafýndan CD30 aktivasyonu
farklý etkiler gösterir.9  Periferal T hücreleri proliferasyon
gösterirken bazý T-T hücresi hibridomalarý CD30
aktivasyonuna apoptozla yanýt verirler.10 Nodal
anaplastik büyük hücreli lenfomalar CD30
aktivasyonuna sitostaz ve sitolizle yanýt verirken
Hodgkin lenfomasý hücre serileri proliferasyon gösterir.9
CD30+ deri lenfomalarýnýn CD30 aktivasyonuna yanýtý
konusunda herhangi bir bilgi yoktur.
Bu çalýþmada CD30 aktivasyonunun birbiriyle
ilintili iki anaplastik büyük hücreli deri lenfoma hücre
serisi üzerindeki fonksiyonel etkilerini araþtýrdýk ve bunu
sistemik anaplastik lenfomalarla karþýlaþtýrdýk.
ARA  ˙VE YÖNTEMLER
Hücre serileri:  KMH2 bir Hodgkin lenfomasý
hücre serisidir. Karpas 299, DHL ve JB6 nodal ALK+
anaplastik büyük hücreli lenfoma serileridir. Mac-1 ve
Mac-2A  anaplastik büyük hücreli deri lenfoma
serileridir. Mac-1 and Mac-2A ayný tümör klonundan
gelmektedirler. Mac-1 bir hastanýn erken deri
lezyonundan köken alýrken Mac-2A ayný hastanýn daha
ilerlemiþ bir deri tümöründen kaynaklanmýþtýr.11
Antikorlar: HeFi-1 (NCI) insan CD30 molekülüne
karþý geliþtirilmiþ bir fare monoklonal antikorudur. Bu
antikorun CD30 iletiþim sistemi üzerinde agonistik bir
etkisi vardýr. Ýzotip spesifik kontrol olarak fare IgG1
(Caltag) kullanýlmýþtýr. TGF-b nötralize edici antikor bir
fare monoklonal antikorudur (R&D systems).  1 m g/ml
antikor 2.5 ng/ml  rhTGF-b 1i nötralize edebilir.
3H-Thymidine inkorporasyon assay: Hücreler U-
tabanlý 96lýk kuyucuklarda %10 luk fetal kalf
serumunda üçerli seriler halinde inkübe edilmiþlerdir.
˙özünmüþ haldeki antikorlarla 72 saat inkübasyonu
takiben kuyular içindeki hücreler 1 m Ci 3H-thymidine
ile 12 saat daha inkübe edilmiþlerdir. Hücreler bir
otomatik sistemle (cell harvester) filtre kaðýtlarý üzerinde
toplanmýýþ (PhD systems, Cambridge MA) ve
radyoaktivite bir  sintilasyon sayacý ile kaydedilmiþtir
(Wallac 1409).
Elektroforetik mobilite kaymasý deneyleri:
Hücrelerin nükleer ekstreleri HeFi-1 antikoruyla 1 saat
inkübasyondan önce ve sonra elde edilmiþlerdir.
Ekstreler  32P uç-iþaretli NF-kB baðlama bölgesi oligolarý
(5-AGCTTGGGGTATTTCCAGCCG-3), mutant oligolar
(5-AGCTTGGCATAGGTCCAGCCG-3) ve aþýrý
miktarda iþaretlenmemiþ oligolarla inkübe edilmiþ ve
sonrasýnda bir denature etmeyen % 6  poliakrilamid jel
elektroforezine tabi tutulmuþlardýr. Jel kurutularak filmi
çekilmiþtir (Gelshift kit, Geneka, Montreal)  Nuclear
extreler þöyle hazýrlanmýþtýr: 10x106 hücre  1xPBSde
yýkanmýþ ve  400 ml soðuk tampon Ada lizise
uðratýlmýþtýr. Örnekler 15 dakika buzda bekletilmiþ
sonrasýnda 10 saniye süreyle vortekslenmiþtir.
˙ekirdekler 10 saniye santrifüj edilerek pelet
oluþturulmuþ ve bu pelet 40 mikrolitre tampon Bde
çözündürülmüþtür. Bunu takiben 20 dakika buzda
bekletilmiþ ve 3 dakika boyunca 4 °Cda santrifüj
edilerek yeniden pelet haline getirilmiþtir. Süpernatan
toplanmýþ ve deneylerde kullanýlmak üzere 80 °Cde
saklanmýþtýr. Tampon A: 10 mM Hepes, 1.5 mM MgCl2,
10 mM KCl, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF, pH:7.9. Tam-
pon  B: 20 mM Hepes, 25% gliserol, 420 mM NaCl, 1.5
mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF.
Western blotlar: Total hücre lizatlarý 24 saat
boyunca HeFi-1 ile 24 saat inkübasyon öncesi ve
sonrasý elde edilmiþtir. Proteinler eþit miktarlarda bir
denatüre edici %12lik SDS-poliakrilamid jel
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elektroforezine tabi tutulmuþtur. Jel bir nitroselüloz
membrana emdirilerek proteinlerin membrana transferi
saðlanmýþtýr. Membran TRAF1 antikoru ile inkübe
edilmiþ (klon H3, Santa Cruz, Santa Cruz CA); ve antikor
baðlanmasý  ImmunStar kemiluminesans deteksiyon
sistemi (BioRad, Hercules, CA) ile tavsiye edilen
protokole göre araþtýrýlmýþtýr. Total hücre lizatlarý RIPA
tamponunda proteaz inhibitörleri varlýðýnda inkübasyon
ile elde edilmiþtir. Elde edilen lizatlarda protein miktarý
Bio-Rad sistemi ile ölçülerek jele eþit miktarda protein
yüklenmesine dikkat edilmiþtir.
SONU˙LAR
Proliferation assayleri: CD30 sisteminin
aktivasyonu, çalýþýlan hücre serilerinde pleiotropic
yanýtlara yol açmýþtýr. Nodal anaplastik büyük hücreli
lenfoma  hücre serileri Karpas 299 ve DHL thymidine
uptakeinde azalmayla yanýt vermiþlerdir. CD30+ deri
lenfoma hücre serileri  Mac-1 ve  Mac-2A ise belirgin
bir proliferasyon artýþýyla yanýt vermiþlerdir. Hodgkin
lenfomasý hücre serisi KMH2 minimal bir proliferatif
yanýt göstermiþtir. (Þekil 1).
Þekil 1: 3H-Thymidine inkorporasyon assayleri ile ölçülen
proliferatif yanýtlar. Karpas 299  ve  DHL nodal ALK+
anaplastik büyük hücreli lenfoma hücre serileridir. Mac-1 ve
Mac-2A  CD30+ anaplastik büyük hücreli deri lenfomasý
hücre serileridir, KMH2 ise bir Hodgkin lenfomasý hücre
serisidir. Sonuçlar kontrol grubunun yüzdesi olarak verilmiþtir
(ortalama + standart sapma)
Mac-1 ve Mac-2A ayrýca 10 ng/ml insan
rekombinan TGF-b (R&D systems) ve anti-TGF-b
antikoru  (10 m g/ml, R&D systems), ile HeFi-1 varlýðýnda
ve yokluðunda inkübe edilmiþtir. Bu hücrelerin TGF-
bnýn aktif bir formunu sekrete ettikleri bilinmektedir 
12
.
Mac-1 TGF-bnýn büyümeyi inhibe edici etkilerine
duyarlýdýr. Ancak Mac-2A TGF- b  tip II reseptöründeki
dominant negatif bir mutasyondan dolayý TGF-bya
dirençlidir.13 Mac-1 anti-TGF-b antikoru ve HeFi-1 ile
birlikte inkübe edildiðinde, tek baþýna HeFi-1la
inkübasyona göre daha fazla bir proliferatif yanýt
göstermiþtir. Mac-2A ile ayný deney tekrarlandýðýnda
ise böyle bir yanýt gözlenmemiþtir. (Þekil 2).
Þekil 2: 3H-Thymidine inkorporasyon sonuçlarý: Mac-1 ve
Mac-2A IgG1 (kontrol) HeFi-1 (CD30), HeFi-1 +TGF-b,
HeFi-1 + anti-TGF-b ile inkübe edilerek proliferasyon
ölçülmüþtür.
Western blot and mobilite kaymasý deneyleri:
Mac-1 ve Mac-2Ada TRAF1in    eksprese edildiði
gözlenmiþtir. Ancak, CD30 aktivasyonu sonrasýnda her
iki hücre serisi de TRAF1 ekspresyonunda artýþ
göstermiþlerdir (Þekil 3). Karpas ve JB6 nodal ALCL
hücre serilerinde TFAF1 ekspresyonu çok daha az
olmakla birlikte CD30 aktivasyonu bir miktar ekspresyon
artýþýna neden olmaktadýr.
Þekil 3: Western blotla Mac-1 ve  Mac-2A hücre serilerinde
CD30 aktivasyonundan önce ve sonra TRAF1 ekspresyonu.
Karpas ve JB6 nodal anaplastik büyük hücreli lenfoma
hücreleridir ve karþýlaþtýrma amacýyla deneyde
kullanýlmýþlardýr.
Mobilite kaymasý deneylerinde Mac-1 ve Mac-
2Ada az miktarda bazal þartlarda NF-kB aktivitesi,
Hodgkin hücre serisi KMH2de  ise yüksek miktarda
bazal NF-kB aktivitesi gözlenmiþtir. Nodal anaplastik
büyük hücreli lenfoma hücre serisi Karpas, bazal
koþullarda NF-kB aktivitesi göstermemektedir. HeFi-1
ile inkübasyon aracýlýðýyla temin edilen CD30
aktivasyonunu takiben bütün hücre serilerinde kuvvetli
NF-kB aktivasyonu gözlenmiþtir (Þekil 4).
TARTIÞMA
Bu çalýþmada CD30+ deri lenfoma hücre
serilerinde CD30 aktivasyon yolunun fonksiyonel
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Þekil 4: NF-kB jel kaymasý sonuçlarý. KMH2, Karpas, Mac-
1 ve Mac-2A hücre serileri 32P iþaretli oligo (H), (H) +
iþaretsiz oligo (C), ve (H) + iþaretsiz mutant oligo (M), ile
HeFi-1 ile inkubasyondan önce ve sonra elde edilmiþtir. Jurkat
hücre serisinin nükleer ekstreleri bilinen negatif  (N) ve pozitif
(P) kontroller olarak kullanýlmýþlardýr.
olduðu, proliferatif yanýtlardaki artma, TRAF1
ekspresyonunda artma ve NF-kB aktivasyonu ile
gösterilmiþtir. Ýncelenen nodal ve deri lenfoma hücre
serileri CD30 aktivasyonuna zýt yanýtlar vermiþlerdir.
Bu bulgular nodal ve deri anaplastik büyük hücreli
lenfomalarýnýn biyolojik olarak farklý tümörler olduklarý
kavramý ile uyum göstermektedir.14 ALK+ nodal
ALCLlarda gözlenen CD30 aktivasyonuna baðlý
büyüme inhibisyonu bu tümorleri HeFi-1 gibi CD30
aktive edici antikorlar kullanýlarak yapýlan
immunoterapiler için iyi bir aday haline getirmektedir.15
Þu anda CD30 lenfomalarda HeFi-1in kullanýldýðý bir
faz 1 çalýþmasý Beth Israel Deaconess Hastanesinde
devam etmektedir.  Bu çalýþmada deri CD30+ ALCLli
hastalarýn böyle bir tedavi için uygun bir aday olup
olamayacaklarýný tespit etmek istedik. Elde ettiðimiz
sonuçlar, bu hastalarda böyle bir tedavinin uygun
olmayacaðýný ve ayrýca böyle bir tedavi öncesi aday
hastalarýn tümör hücrelerinin in vitro testlerle bu
tedaviye yanýtlarýnýn deðerlendirilmesinin gerekli
olabileceðini ortaya koymuþtur.
CD30 iletiþim sistemi CD40, Fas, CD27 gibi diðer
tümör nekroz faktörü aile üyelerine benzer özellikler
göstermektedir.16 CD30 aktivasyonunun TRAF adaptör
moleküllerinin aracýlýðýyla NF-kB aktivasyonuna yol
açtýðý bilinmektedir.17,18 Ayrýca Hodgkin lenfomasý hücre
serilerinde konstitutif NF-kB aktivasyonu ve yüksek
düzeyde TRAF1 ekspresyonu gösterilmiþtir.19,20
˙alýþmamýzda Mac-1 ve Mac-2A hücre serilerini bu
yönlerden nodal anaplastik büyük hücreli lenfoma ve
Hodgkin lenfoma serileriyle karþýlaþtýrdýk. Bilindiði gibi
CD30+ anaplastik deri lenfomalarý morfolojik ve
immunhistokimyasal yönden Hodgkin ve nodal
anaplastik büyük hücreli lenfomalarla benzerlikler
göstermektedir. Bunun yanýnda lenfomatoid papulozisli
hastalarda sýklýkla Hodgkin lenfomasý ve diðer
lenfomalar oluþabilmektedir. Mac hücre serilerinin elde
edildiði hastada lenfomatoid papulozis sonrasýnda
Hodgkin lenfomasý ve mukozis fungoides ortaya
çýkmýþtý. Bu hastanýn lenfomatoid papulozis
lezyonlarýnýn sonradan geliþtirdiði diðer lezyonlarla ayný
klondan olduðu daha önce gösterilmiþti.11 Bu çalýþmada
Mac-1 ve  Mac-2A hücre serilerinin TRAF1 eksprese
ettikleri ve CD30 aktivasyonu sonrasýnda ekspresyon
düzeyinde belirgin bir artýþ olduðu gösterilmiþtir. Bunun
yanýnda CD30 aktivasyonu ile þiddetli bir NF-kB aktivite
artýþý da ortaya konmuþtur.
Bu bulgularla CD30 iletiþim yolunun CD30+ deri
lenfomalarýnýn patogenezinde önemli bir rol oynadýðýný
düþünmekteyiz. Bu iletiþim yolunun aktivasyonu bu
Mac hücre serilerinde proliferasyona yol açmakta ve
NF-kB aktivasyonuna yol açmaktadýr. Hodgkin lenfoma
hücre serilerinde bazal NF-kB aktivasyonu olduðu
bilinmekte ve bu nedenle CD30 aktivasyonunun önemli
oranda bir proliferasyona yol açmayacaðý tahmin
edilmektedir.20
Anaplastik büyük hücreli deri lenfomalarýnýn
sýklýkla spontan regresyon gösterdiði bilinmektedir.
Bunun nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte TGF-b
gibi inhibitör ajanlarýn bu olguda bir rolü olduðu
düþünülmektedir.21 TGF-bya karþý direncin tümor
oluþumunun daha geç bir evresinde ortaya çýktýðýný ve
bunun tümör progresyonu açýsýndan bir avantaj
saðladýðýný ortaya çýkaran çalýþmalar vardýr.13,22
˙alýþmamýzda gözlediðimiz bir ilginç bulgu da
fonksiyonel TGF-b iletiþim sisteminin CD30 iletiþim
sistemini antagonize etmesidir. Buna benzer bir bulgu
daha önceki bir çalýþmada IL-2 ve TGF-b arasýnda gene
ayný hücre serilerinde gözlenmiþti.12 Bu bulgular da TGF-
b reseptörlerindeki mutasyonlarýn T hücreli deri
lenfomalarýnýn patogenezinde bir rol oynayabileceðini
düþündürmektedir. Kýsa bir süre önce yeni bir anaplastik
büyük hücreli deri lenfoma hücre serisinde TGF-b tip I
reseptöründe bir kýsmi delesyon tanýmladýk.23
Özet olarak, bu çalýþmada anaplastik büyük hücreli
deri lenfomalarýnýn progresyonunda iki önemli faktör
olarak CD30 aktivasyonu ve buna gösterilen proliferatif
yanýt, ve TGF-b ile inhibisyona direnci saptadýk. Bu
bulgular CD30+ deri lenfomalarýnýn patogenezinin
anlaþýlmasýna yardýmcý olabileceði gibi, ilerde alternatif
tedavi yöntemlerinin geliþtirilmesinde yararlý olabilir.
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